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RESUMO

Neutréfilos expressam diferentes receptores purinérgicos, incluindo quatro receptores P1 de
adenosina, que regulam suas fungdes primarias, como migracdo e producdo de mediadores
inflamatdrios, incluindo armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS). Na sepse, as NETS
desempenham um papel duplo: possuem propriedades microbicidas, mas também contribuem
para o dano organico, levando a faléncia maltipla de 6rgéos e agravando a condicéo clinica.
Neste estudo, investigamos o papel da adenosina na liberagdo de NETS e na progressao da sepse
experimental induzida pelos modelos de Ligadura e Puncdo do Ceco (CLP) ou endotoxemia.
Observamos que o tratamento de camundongos submetidos a ambos os modelos com adenosina
deaminase (ADA), que metaboliza adenosina em inosina, agrava o dano organico e reduz a taxa
de sobrevida dos animais sépticos. Apoiado por esses achados, demonstramos que a producéao
de NETSs in vitro por neutrofilos estimulados com PMA foi aumentada pelo tratamento com
ADA e reduzida por NECA, uma molécula que mimetiza as acGes da adenosina. A modulacéo
da producdo de NETs pela adenosina foi atribuida a ativacdo dos receptores A2aAR. Em
concluséo, nossos resultados sugerem que, durante a sepse, a adenosina é liberada e diminui a

producdo de NETS via ativacdo do receptor A2aAR.

Palavras-chave: Adenosina, Sepse, Neutrofilos, Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos

(NETSs), Sinalizacao Purinérgica.
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ABSTRACT

Neutrophils express different purinergic receptors, including four adenosine-ligand P1
receptors, which regulate their primary functions, such as migration and production of
inflammatory mediators, including neutrophil extracellular traps (NETS). In sepsis, NETS
exhibit a dual role: microbicidal properties but also contribute to organ damage, leading to
multiple organ failure and worsening the clinical condition. In this study, we investigated the
role of adenosine in NETSs release and the progression of experimental sepsis induced by the
Cecum Ligation and Puncture (CLP) or endotoxemia models. We observed that treatment of
mice subjected to both models with adenosine deaminase (ADA), which metabolizes adenosine
to inosine, aggravates organ damage and reduces the survival rate of septic animals. Supporting
these findings, we demonstrated that NET production in vitro by neutrophils stimulated with
PMA was enhanced by ADA treatment and reduced by NECA, a molecule that mimics
adenosine's actions. The modulation of NET production by adenosine was attributed to the
activation of A2aAR receptors. In conclusion, our results suggest that during sepsis, adenosine

is released and decrease NET production via A2aAR activation.

Keywords: Adenosine, Sepsis, Neutrophils, Neutrophil Extracellular Traps (NETS), Purinergic

signaling.
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com a diapedese e a interacdo entre PAMPs e PRRs. Esse reconhecimento desencadeia uma cascata
inflamatdria, marcada pela ativag&o do inflamassoma, DAMPs como os componentes presentes nas armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETS) e tempestade de citocinas. A fase hiperinflamatoria resultante é seguida
por imunossupressdo, causada pela exaustdo e morte celular, culminando em faléncia de drgaos e choque

séptico. Proprio autor. Criado com BiORENEI.COM ......cvcviiiiiiiiiicisce e 4

Figura 2. Sinalizacdo purinérgica. Imagem esquematica representando a sinalizacdo purinérgica com énfase na
producéo de adenosina e sua resposta efetora de acordo com a modulacéo da via do AMP ciclico (AMPc) pelos

receptores A1AR, A2nAR, A2sAR e AsAR. Proprio autor. Criado com BioRender.com..........cccoceeeveiieivnnnenn, 6

Figura 3. Desenho esquemaético do experimento de ligadura e puncdo cecal. Proprio autor. Criado com

ST 0] =T [0 [T ot 1 TR 9

Figura 4. Diagrama esquemético do experimento de sobrevida e coleta de amostras de camundongos

endotoxémicos. Prdprio autor. Criado com BiORENTEI.COM ......coeiiiiiiiiiiicie e 10

Figura 5. Desenho esquematico do experimento de cinética de deteccdo de NETs com Sytox™ Green. Proprio

Fo1UL (o] SR OL A F=To [o X eto] g I ST 0] R 4=T Lo (<] oo 1 TP 12
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ligadura e puncéo cecal (CLP). Deplegdo de Adenosina via Adenosina Deaminase (ADA) Reduz a Taxa de
Sobrevivéncia no Modelo de Ligadura e Pungdo Cecal (CLP). Curva de sobrevida, expressa em porcentagem,
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1 INTRODUCAO

1.1  Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da sepse

Os microrganismos responsaveis pela maioria dos casos de sepse e choque séptico séo
as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes e as gram-
negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (GATICA et al.,
2023). A resposta imune inata do hospedeiro inicia apos interacdo entre os padrées moleculares
associados a patdgenos (Pathogen-Associated Molecular Pattern — PAMPs) derivados dos
microrganismos e os receptores de reconhecimento de padrdes (Pattern Recognition Receptors
— PRRs) presente nos leucécitos (GHNEW et al., 2020).

A interacdo entre PAMPs e PRRs desencadeia a ativacdo de genes envolvidos na
resposta inflamatéria do hospedeiro, produzindo citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas,
moléculas de adesédo e substancias vasoativas, como o 6xido nitrico (TU et al., 2022). Nesse
processo, moléculas de adesdo sdo expressas no endotélio vascular proximo ao local da
infecgdo, promovendo o recrutamento de células do sistema imunolégico por meio da
quimiotaxia (KRAUS; GRUBER, 2021). Dessa forma, os leucécitos sdo ativados,
principalmente os neutréfilos, e realizam a diapedese, processo caracterizado pela expressao e
interacdo entre as moléculas de adeséo do endotélio e do leucdcito que permitem sua migracao
para o tecido inflamado (SCHOPPMEYER; VAN BUUL, 2021).

Durante a acdo dos leucdcitos, ocorre a liberacdo de padrdes moleculares associados ao
dano (Damage-Associated Molecular Pattern — DAMPSs), moléculas intracelulares que sdo
liberadas no espaco extracelular em resposta ao estresse celular (MURAO, et al., 2021).
Juntamente com os PAMPs, os DAMPs séo reconhecidos por receptores Toll-like (TLRS)
(PAWLUK et al., 2020). Essa interagdo induz a sintese de citocinas pro-inflamatorias, como o
fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1p) e IL-6, que medeiam a resposta
precoce do sistema imunoldgico inato (LI et al., 2023) e citocinas quimiotaticas de células
imunes como IL-8 (SAWANT et al., 2021; TEIJEIRA et al., 2021).

Em doengas como a sepse, ocorre uma reacdo desregulada na qual as citocinas liberadas
induzem a expressdo do fator tecidual, resultando na formagédo de trombos. Esses trombos
agregam microrganismos e ativam plaquetas, a cascata de coagulagéo e o sistema complemento
(CICCHINELLI et al.,, 2024; KUMAR et al., 2021). A lesdo tecidual resultante desse

mecanismo desencadeia um ciclo de hiperativacdo de células imunoldgicas e liberacdo de altos
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niveis de citocinas, fenémeno conhecido como tempestade de citocinas, que culmina em uma
sindrome inflamatoria sistémica (JARCZAK et al., 2022; FAJGENBAUM; JUNE, 2020).
Apés a fase hiperinflamatoria, inicia-se a fase de imunossupressdo, caracterizada pela
tolerancia a endotoxinas, liberacdo de mediadores anti-inflamatorios, morte de leucocitos e
aumento na producdo de células imunomoduladoras, como as células T reguladoras (Tregs) e
as células supressoras derivadas de mieloides (Myeloid-Derived Suppressor Cells — MDSCs)
(LIU et al., 2022). Durante esse periodo, ocorre a exaustdo celular devido ao alto consumo

energético, levando a faléncia multipla de 6rgéaos e ao choque séptico (TORRES et al., 2022).
1.2  Fisiopatologia da sepse

Um dos principais processos avaliados na sepse é o desequilibrio hemodindmico. Nesse
contexto, a sepse pode levar a sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgaos (SDMO), resultado
da hiperativacdo de leucdcitos e de seus mediadores em dérgados distantes do foco da infeccédo
(CHANG, 2019). Os primeiros 6rgdos afetados sao os pulmdes e o coragcdo em decorréncia da
diséxia. Com a diminuicdo do fornecimento de oxigénio e o consequente déficit energético, ha
falha nos mecanismos de desintoxicacdo, que afeta subsequentemente os rins e o figado
(BAUER et al., 2018).

Diante disso, a disfuncdo cardiovascular caracteriza-se pela baixa saturagdo venosa
central de oxigénio e pela hipotensdo resultante da hipovolemia, reducdo do tonus vascular e
da depressdo miocardica (LELUBRE; VINCENT, 2018). Na sepse, 0s pulmdes sdo 0s 0rgaos
mais afetados, pois ocorre apoptose das células epiteliais pulmonares e perda da barreira
epitelial (L1 et al., 2022; XU et al., 2024). Essa leséo resulta em inundagdo intersticial e intra-
alveolar (edema) e culmina no desenvolvimento da leséo pulmonar aguda (LPA) (GONG et al.,
2022).

Nos rins, a sepse provoca inflamacdo dos néfrons e comprometimento glomerular
devido a lesBes de isquemia-reperfusdo, bem como dano e apoptose tubular induzidos por
citocinas e quimiocinas. Esses processos resultam em fibrose e na transic¢éo do tecido endotelial
para mesenquimal (ZARBOCK et al., 2023; BALKRISHNA et al., 2023). Tais eventos
culminam em lesdo renal aguda (LRA), caracterizada por uma subita reducdo da taxa de
filtracdo glomerular (TFG), proteindria elevada e vasoconstricdo renal (PINTO et al., 2012;
DANTAS et al., 2023).

Nesse processo, a adenosina (ADO) destaca-se como um nucleosideo crucial para o

equilibrio inflamatério (EFFENDI et al., 2021). Nos rins, a ADO desempenha um papel
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fundamental na modulagéo do fluxo tabulo-glomerular, na liberacéo de renina e no controle do
tonus vascular renal (JOST; BIZUTI, 2021). Em casos de inflamagdo renal, observa-se um
aumento nos niveis sericos de adenosina deaminase (ADA), enzima responsavel pela
degradacdo da ADO (CHIELLE, 2015). Adicionalmente, estudos sugerem que a administracao
de ADO em pacientes com sindrome respiratdria aguda grave pode contribuir para a resolucao
do processo inflamatorio (CARACCIOLA et al., 2021).

1.3 O papel das armadilhas extracelulares de neutrofilos nas Sindromes

Inflamatorias

Nesse contexto, os neutrofilos sdo células cruciais para a resposta inata a patégenos,
sendo a fagocitose, a degranulacdo e a NETose, que é o processo de formacao e liberagdo de
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS), 0s seus principais mecanismos de morte
(CHAN et al., 2021; GIERLIKOWSKA et al., 2022). As NETSs sdo estruturas extracelulares
compostas por uma rede de DNA, histonas, granulos e proteinas antimicrobianas, que capturam
e imobilizam patdgenos, desempenhando um papel crucial no clearance da infeccdo (MUTUA,;
GERSHWIN, 2021).

A ativacdo das NETs inicia-se com o estimulo de PRRs (receptores Toll-like, por
exemplo) ou na presenca de substancias como acetato de tetradecanoilforbol (Phorbol 12-
Myristate 13-Acetate - PMA) seguido pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
e mobilizacdo de célcio, que leva a ativacdo da proteina arginina deiminase 4 (PAD-4) e
consequentemente a descondensacédo da cromatina (OU et al., 2021). Posteriormente, a elastase
neutrofilica (NE) e a mieloperoxidase (MPO) sdo translocadas para o ndcleo, ocorre maior
descondensacdo da cromatina e ruptura do ndcleo. A cromatina entdo agrega proteinas
granulares e citosolicas e, por fim, ocorre a ruptura da membrana plasmatica e liberacdo das
NETs (MATTA et al., 2022).

Portanto, os neutrdfilos ativados na sepse apresentam meia-vida mais longa e tém a
capacidade de explosdo oxidativa reduzida, com formas mais imaturas em circulacdo. Alem
disso, a liberacdo de NETSs (armadilhas extracelulares de neutréfilos) causa disfuncéo endotelial
e coagulacdo alterada (GHNEWAA et al., 2020). Apesar do excelente papel microbicida,
quando esse processo é exagerado ou a depuracdo das NETs é diminuida, pode contribuir para
danos nos tecidos e o0rgaos do hospedeiro (CESTA et al., 2022).

O controle das NETSs ocorre por meio da regulacéo das vias de ativacao, incluindo a via
da Gasdermina D (SPEL; MARTINON, 2018; ZHAO et al., 2023), a via da PAD4
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(ACKERMANN et al., 2021), ativada por ROS e PMA (JORCH; KUBES, 2017), e a via do
AMP ciclico estimulada pela adenosina (XU et al., 2019). Contudo, a via de ativagdo da
producdo de NETs via adenosina depende do subtipo do receptor: A1AR aumenta e A2aAR
suprime a NETose (RIFF et al., 2021). Nesse contexto, CUNHA et al. (2019) demonstraram
que a inibicdo da producdo e/ou liberagdo, ou a degradacdo das NETs reduzem as lesGes
observadas na sepse (COLON et al., 2019), na COVID-19 (SILVA et al., 2022), na artrite
reumatoide (SCHNEIDER et al., 2023) e na colite (RAMOS et al., 2021), resultando em
melhora clinica dos animais.

Portanto, embora existam evidéncias experimentais de que a sinalizagdo da adenosina
através de A2aAR suprime a resposta inflamatoria na sepse (NASCIMENTO et al., 2021), ndo
esta claro se a producdo da adenosina durante a fase aguda da sepse modula a producao de
NETSs pelos neutrofilos e, por conseguinte, reduz a intensidade de lesdes em 6rgaos, sendo este
0 objetivo do presente estudo. Diante disso, os modelos animais de sepse, como a Ligadura e
Puncéo Cecal (Cecal Ligation and Puncture - CLP) e a inducéo de endotoxemia por injecéo de
LPS, sdo amplamente utilizados para a analise dos mecanismos subjacentes a essa patologia
(WU et al., 2020).

Tecido

\\\\ ®s  "Citokine

, ) Liberacdo de : storm”
Formagcdo de Armadilhas

CLo. inflamassoma Extracelulares de
l;\ief Neutrofilos (NETs) .

Faléncia de |

Vaso muiltiplos
sanguineo orgdos

Legenda: ﬁ-g Receptores de Reconhecimento de Padroes /\/: Patdégenos I:I |:| Moléculas de Adesdo

¢,* " Padrdes Moleculares Associados a PatGgenos
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Figura 1. Processo inflamatorio da sepse. Esquema ilustrando a fase inflamatdria da sepse. O processo

inicia-se com a diapedese e a interacdo entre PAMPs e PRRs. Esse reconhecimento desencadeia uma
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cascata inflamatdria, marcada pela ativacdo do inflamassoma, DAMPSs como 0s componentes presentes
nas armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS) e tempestade de citocinas. A fase hiperinflamatdria
resultante é seguida por imunossupressdo, causada pela exaustdo e morte celular, culminando em

faléncia de 6rgéos e choque séptico. Prdprio autor. Criado com BioRender.com
1.1  Sistema purinérgico e Adenosina

O Sistema Purinérgico € composto por purinas, derivados nucleotideos e nucleosideos
responsaveis por atuar nas vias bioquimicas envolvidas no metabolismo energético celular e
sinalizagédo (Shantharaja et al., 2022). Os componentes desse sistema atuam como sinalizadores,
molécula de energia e, em caso de morte celular, como padrdo molecular associado ao dano
(DAMP) (Pelegrin, 2021). Desse modo, nucleosideos e nucleotideos sdo essenciais tanto para
a energia celular quanto para o controle de outros processos fisiologicos, como a inflamacao
(YUAN et al., 2021). Os principais componentes da sinalizacdo purinérgica sdo a adenosina
trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP), adenosina (ADO)
e ainosina (DI VIRGILIO et al., 2020).

Nessa via, 0 ATP ¢ hidrolisado sequencialmente em adenosina difosfato (ADP) e
adenosina monofosfato (AMP) pela enzima do tipo ectonucleotidase nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (NTPDases) denominada CD39. O AMP é convertido em ADO pela enzima
ecto-5’-nucleotidase CD73 e, por fim, a ADO é degradada em inosina pela enzima adenosina
deaminase (ADA) (Bagatini et al., 2019).

Dos 19 purinoreceptores existentes, quatro sdo receptores P1 de adenosina (A:1AR,
A2nAR, A28AR e AzAR) e os demais, P2X e P2Y, possuem afinidade aos demais nucleosideos
(BURNSTOCK, 2020). Diante disso, A2AAR e A2bAR sdo acoplados a proteina Gs
(estimulatoria), que ativa adenilil ciclase (AC) e aumenta o0 AMP ciclico (CAMP), enquanto
A1AR e A3AR sdo acoplados a proteinas Gi (inibitoria), que inibem a AC e reduzem o CAMP
(PASQUINI et al., 2021; COPPI et al., 2021). Nesse contexto, ADO atua como mediador chave
na inflamacdo e modula processos como infiltracdo de leucécitos, regulacdo de citocinas e
repolarizagdo do fendtipo das células imunes (ANTONIOLI et al., 2022).
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Figura 2. Sinalizacdo purinérgica. Imagem esquematica representando a sinalizagdo purinérgica com
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énfase na producgdo de adenosina e sua resposta efetora de acordo com a modulacdo da via do AMP
ciclico (AMPc) pelos receptores A1AR, A2aAR, AsAR e AsAR. Proprio autor. Criado com

BioRender.com
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2 OBJETIVOS

21 Geral

Avaliar o papel da adenosina na modulacéo de armadilhas extracelulares de neutrofilos

(NETS) e suas implicacBes no agravamento e resolucao da sepse.

2.2  Especificos

e Avaliar o papel da adenosina na sobrevida de camundongos Balb-c wild type em
modelos de sepse induzida por ligadura e puncéo cecal (CLP).

e Investigar o impacto da deplecdo de adenosina na sobrevida de camundongos Balb-c
wild type em um modelo de endotoxemia induzida por injecdo de LPS.

e Analisar a extenséo da leséo tecidual pulmonar em camundongos submetidos ao modelo
de CLP.

e Examinar as lesdes teciduais pulmonar e renal em camundongos submetidos ao modelo

de endotoxemia.

e Auvaliar o efeito da adenosina em neutréfilos polimorfonucleares isolados da medula
6ssea de camundongos Balb-c, apos estimulacdo por PMA.

e Analisar o efeito da adenosina deaminase em neutréfilos polimorfonucleares isolados
da medula 6ssea de camundongos Balb-c, ap6s estimulagdo por PMA.

e Investigar o efeito da inibicdo do receptor A2aAR em neutrofilos polimorfonucleares

isolados da medula dssea de camundongos Balb-c, ap6s estimulacdo por PMA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo dos animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Balb-c, machos, pesando
entre 20 e 30 gramas, com idade entre 7 e 8 semanas, oriundos do Biotério Geral Universidade
de S&o Paulo — campus de Ribeirdo Preto. Todos os animais foram mantidos sob condicdes
controladas de temperatura (25 + 1°C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6-18
horas), com livre acesso a alimentacdo e agua em gaiolas ventiladas individualmente. Todos 0s
animais experimentais foram eutanasiados pelo método recomendado para pequenos roedores
— que foi o deslocamento da medula espinhal na regido cervical, de acordo com a Resolu¢éo
Normativa n° 6, de 10 de julho de 2012, do CONCEA. Os animais eutanasiados foram mantidos
em freezer até o momento do descarte pela empresa responsavel, seguindo normas

internacionais.
3.2 Inducao de sepse por ligadura e puncao cecal

A anestesia dos camundongos foi induzida por inalagdo de isoflurano a 2% (0,8 L/min)
no ar até a auséncia do reflexo podal e mantida com isoflurano a 1,2% (0,6 L/min) no ar. Ap6s
a anestesia geral, realizou-se a depilacdo do abddémen e a assepsia com alcool a 70%. Em
seguida, foi feita uma pequena incisdo para exteriorizar o ceco. Utilizando um fio de algodao
2-0, realizou-se a ligadura do ceco préximo a valvula ileocecal. Ap6s a ligadura, a porcéo
isolada do ceco foi transfixada duas vezes com uma agulha de 18 gauss, desde o ponto de
ligadura até a porcéo mais distal do ceco. O fio da ligadura foi seccionado a um centimetro do
ponto de saida, funcionando como dreno do conteudo cecal para a cavidade peritoneal
(DRECHSLER; OSUCHOWSKI, 2021). Apds o procedimento, os animais foram suturados
com fio de seda 5-0 e a regido foi limpa com alcool a 70%. Finalmente, administrou-se 1 mL
de solucdo salina estéril (a 37°C) por via subcutanea para reidratacdo. Nos animais controle-
sham, o ceco foi apenas exteriorizado, sem a realizacdo da transfixacdo. Apos o procedimento,

os animais foram colocados em gaiolas pds-operatorias, sob luz incandescente por 1 hora.
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Figura 3. Desenho esquematico do experimento de ligadura e puncao cecal. Préprio autor. Criado
com BioRender.com.

3.1 Inducao de endotoxemia por LPS para analise de sobrevida

Para a indugdo de endotoxemia, foram utilizados 15 camundongos machos da linhagem
Balb-c, com idades entre 7 e 8 semanas. O LPS foi sonicado por 10 minutos antes do uso e
administrado via intraperitoneal na concentracdo de 40 mg/kg em 10 animais, enquanto no
grupo controle (n = 5) foram administrados 200 pL de solugdo salina, também por via
intraperitoneal. Além disso, entre os animais induzidos, 5 foram tratados com Adenosina
Deaminase (ADA) (Sigma™ #A5168) na concentracdo de 5U/animal, e 5 foram tratados com
veiculo (PBS 1x), com as doses administradas via intraperitoneal no momento da inducéo e

depois a cada 6 horas. O tempo de coleta foi decidido apds determinar a curva de sobrevida.
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Figura 4. Diagrama esquematico do experimento de sobrevida e coleta de amostras de

camundongos endotoxémicos. Proprio autor. Criado com BioRender.com
3.1 Coleta 6rgéos

Para a coleta dos érgdos, os animais foram perfundidos com PBS 1x para remocéo de
sangue residual nos tecidos. Em seguida, foram coletados o pulmao e os rins, sendo o pulmao
e o rim esquerdo armazenados em paraformaldeido (PFA) a 4% por 24 horas e, posteriormente,

encaminhado para o processamento das laminas histologicas.
3.1 Confeccdo das laminas histologicas

Apés a fixacdo em PFA 4%, os tecidos foram transferidos para uma série de
concentragdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%). Em seguida, os tecidos
foram transferidos duas vezes para xilol e entdo imersos em parafina liquida a 60°C e
embebidos em blocos de parafina para solidificacdo. Os blocos foram entdo cortados em um
micrétomo em se¢des de 4-5 micrometros de espessura, e 0s cortes foram montados em laminas
de vidro. As laminas foram desparafinizadas com xilol e hidratadas em uma série de
concentracdes decrescentes de etanol (100%, 95%, 90%, 80% e 70%), sendo posteriormente
lavadas com agua destilada. Por fim, as laminas foram coradas sequencialmente com

hematoxilina e eosina, e uma laminula foi montada utilizando meio de montagem.
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3.2 Obtencéo de neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) da medula 6ssea de

camundongos

Para isolamento de neutréfilos murinos os fémures e tibias de camundongos foram
coletados, dissecados e imersos em alcool, em seguida transferidos para um tubo contendo PBS
1x. Apos a coleta, as epifises dos ossos foram cortadas e, utilizando-se uma seringa de 10 mL
e agulha de 25G, foi realizada a lavagem (flush) dos ossos em um tubo com filtro de 100 pm.
O tubo com o fluido da lavagem foi centrifugado a 450g por 6 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o tampdo de lise de hemécias foi adicionado ao pellet. Apos 5 minutos, foi
adicionado PBS 1x, e o tubo foi centrifugado novamente para que o sobrenadante fosse
descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de PBS 1x para o gradiente de Percoll. Os
gradientes de Percoll foram preparados em ordem de densidade, come¢ando com 3 mL de
Percoll 1119, seguido por 3 mL de Percoll 1077 e, por ultimo, 1 mL da suspensdo de células.
As células em Percoll foram centrifugadas a 700g por 30 minutos com aceleracdo e
desaceleracdo definidas em 1. Apds a centrifugacdo, os PMNSs foram coletados do gradiente e
transferidos para outro tubo, onde foi adicionado meio RPMI incompleto (Sigma-Aldrich™ #
R8755) e novamente centrifugado a 450g por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
celulas ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI incompleto. Por fim, 10 pL das células
ressuspendidas foram transferidos para um tubo contendo 190 pL de solucéo de Turk para a

contagem de células em cdmara de Neubauer, utilizando a lente de 10x.
3.3  Cinética de deteccédo da liberacdo de NETs por Sytox ™ Green

Para a leitura da cinética de liberacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos, foram
utilizadas microplacas pretas de 96 pocos. Em cada poco, foram adicionadas 250 mil células de
neutrofilos isolados da medula 6ssea de camundongos. Essas células foram pré-tratadas, exceto
no grupo controle, durante 30 minutos com diferentes drogas: Adenosina Deaminase (ADA)
(Sigma™ # A5168), 5'-(N-Ethylcarboxamido)adenosine (NECA) (Tocris™ #1691) e
ZM241385 (Sigma-Aldrich™ #Z0153). Apos o pré-tratamento, as células foram estimuladas,
exceto no grupo controle, com phorbol myristate acetate (PMA) 50 nM, e foram adicionados 2
pL de SYTOX™ Green Nucleic Acid Stain (Invitrogen™ #S7020) a 500 uM em cada pogo. A
fluorescéncia das amostras foi medida com as configuragdes de excitacdo a 485 nm e emissao

a 538 nm, em intervalos de 1 hora, durante 6 horas.
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Figura 5. Desenho esquematico do experimento de cinética de deteccdo de NETs com Sytox ™
Green. Proprio autor. Criado com BioRender.com.

3.4  Deteccdo de NETSs por imunofluorescéncia direta

Para a deteccdo de NETs em cultura de células, os neutréfilos isolados da medula 6ssea
de camundongos foram estimulados por 5 horas em uma placa de até 24 pocos com laminulas
previamente tratadas com poli-L-lisina hidrobrometo (Sigma™ #P1274). Ap6s o estimulo, o
sobrenadante foi desprezado e foi adicionado PFA 4% para fixacdo. Apos a fixacdo, a lamina
foi lavada trés vezes com PBS 1x. Posteriormente, as amostras foram bloqueadas por 1 hora em
temperatura ambiente. Uma segunda lavagem foi realizada em PBS 1x + Tween 20 a 0,05%,
trés vezes. Em seguida, as amostras foram incubadas em 100 pL de Sytox a 5 uM por um
periodo de 15 minutos ao abrigo da luz. Para a montagem final, foram adicionados meio de
montagem contendo 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) e uma laminula de 9 mm. As

laminas foram deixadas para secar overnight no escuro.
3.5  Andlise estatistica

Os célculos estatisticos e os respectivos graficos foram realizados utilizando o software
GraphPad Prism™, Para a analise da curva de sobrevida, foi aplicado o teste semiparamétrico

de log-rank, ou Mantel-Cox, onde a morte (evento) é representada pelo valor 1 e os dados
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censurados pelo valor 0. Nos graficos de cinética, inicialmente foi calculada a area sob a curva
(Area Under the Curve - AUC). Com o valor obtido, procedeu-se a anélise utilizando ANOVA
unidirecional (One-Way ANOVA), na qual a variavel resposta é continua, representada pelo
valor Y, e a variavel explanatoria é categorica, representada pelo valor X. A significancia

estatistica entre os dados foi considerada para valores de P menor ou igual a 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 A modulacdo da adenosina via adenosina deaminase (ADA) reduz a

sobrevivéncia na sepse induzida por ligadura e puncéo cecal (CLP)

Inicialmente, investigou-se o papel da enzima Adenosina Deaminase na sobrevida da
sepse induzida por ligadura e puncdo cecal, conforme descrito na metodologia. Para isso,
realizou-se o procedimento de CLP em camundongos da linhagem Balb-c wild type, visando
determinar a curva de sobrevida em trés grupos: sham (controle da cirurgia), CLP + veiculo
(PBS 1x) e CLP + Adenosina Deaminase 5U. Apos determinar a curva de sobrevida, foi
realizada uma nova CLP para a coleta de pulméo 16 horas ap0s o procedimento, com o objetivo
de realizar anélises histoldgicas utilizando coloragéo de hematoxilina e eosina (H&E). A curva
de sobrevida (Figura 7) indica que a administracdo de ADA, enzima que cataboliza adenosina,

agrava a sepse.

100!..\ “““““““““““““““
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3 # CLP+ ADA 5U
25
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Figura 6. A Modulagdo da adenosina via adenosina deaminase (ADA) reduz a
sobrevivéncia na sepse induzida por ligadura e puncéo cecal (CLP). Deplecéo de Adenosina
via Adenosina Deaminase (ADA) Reduz a Taxa de Sobrevivéncia no Modelo de Ligadura e Pungdo
Cecal (CLP). Curva de sobrevida, expressa em porcentagem, para 0s grupos sham (controle), CLP +
PBS (veiculo) e CLP + ADA 5U/animal. Seis animais por grupo, com 0s experimentos repetidos duas
vezes. Para a anélise estatistica, 0s animais dos experimentos individuais foram agrupados. P = 0.0057
comparando CLP com CLP + ADA 5U. Teste de Mantel-Cox.
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4.2 A modulacédo da adenosina via adenosina deaminase (ADA) agrava a lesdo

tecidual pulmonar na sepse induzida por CLP

A figura 8 demonstra que o tecido pulmonar do grupo controle esta integro, enquanto
que o grupo CLP + veiculo apresenta infiltrado leucocitario e espagos alveolares preenchidos
por material amorfo, réseo e homogéneo (liquido de edema) e o grupo CLP + ADA 5U
apresenta edema ainda mais intenso e colapso do tecido alveolar intersticial com septos

congestionados de hemacias, indicando hemorragia.
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Figura 7. A modulagdo da adenosina via adenosina deaminase (ADA) agrava a lesédo

tecidual pulmonar na sepse induzida por CLP. Imagem representativa de corte histol6gico
corado com H&E de pulmédo de animais controle (sham), CLP + veiculo e CLP + ADA 5U/animal. A
coloracdo H&E mostrou alteracdes histoldgicas nos grupos CLP e, de forma mais grave, no grupo
tratado com ADA. Asterisco vermelho = bronquiolo terminal; asterisco azul = ducto alveolar; asterisco

preto = alvéolo; circulo vermelho = edema; circulo preto e seta vermelha = hemacias/hemorragia; setas
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amarelas = infiltrado leucocitario; seta azul = necrose e descamacdo do bronquiolo; setas pretas =

macraéfagos alveolares; seta branca = infiltrado de linfécitos.

43 A modulagdo da adenosina via ADA reduz a sobrevivéncia em

camundongos submetidos a endotoxemia induzida por LPS de E. coli

Com base no papel dual das NETS, que atua tanto como agente microbicida/resolutivo
quanto como fator lesivo/agravante no modelo de ligadura e puncéo cecal, foi conduzido um
estudo exposicdo exclusiva ao PAMP LPS para uma analise mais precisa do potencial
modulador da adenosina na atividade das NETS.

Investigou-se entdo o papel da enzima Adenosina Deaminase na sobrevida da
endotoxemia induzida por administracdo de LPS, conforme descrito na metodologia. Para isso,
foi injetado LPS, na concentracdo de 40 mg/kg, via i.p., em camundongos da linhagem Balb-c
wild type, visando determinar a curva de sobrevida em trés grupos: controle + salina, LPS +
veiculo (PBS 1x) e LPS + Adenosina Deaminase 5U/animal. A curva de sobrevida (Figura 9)

indica que a administracdo de ADA reduz também a sobrevida induzida pela endotoxemia.
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Figura 8. A modulacdo da adenosina via ADA reduz a sobrevivéncia em camundongos
submetidos a endotoxemia induzida por LPS de E. coli. Curva de sobrevida, em porcentagem,
para os grupos controle, LPS 40 mg/kg + PBS 1x e LPS + ADA 5U/animal. Cinco animais por grupo,
com o0s experimentos repetidos duas vezes. Para a analise estatistica, 0s animais dos experimentos
individuais foram agrupados. P = 0.0172 comparando LPS com LPS + ADA 5U. Teste de Mantel-Cox.
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44 A modulacdo da adenosina via ADA agrava a lesdo pulmonar e renal na
endotoxemia induzida por LPS

A figura 10 demonstra resultados semelhantes ao experimento de inducdo de sepse por
CLP, com o tecido pulmonar do grupo controle integro e os demais grupos com edema,
infiltrado leucocitario e congestdo alveolar. Porém, o grupo LPS + ADA 5U também apresenta
necrose e descamacao dos bronquiolos e intensa congestdo de hemécias, indicando hemorragia.

LPS+ADA 5U

Figura 9. A modulacdo da adenosina via ADA agrava a lesédo pulmonar na endotoxemia induzida
por LPS. Imagem representativa de corte histolégico corado com H&E de pulmé&o de animais controle,
LPS + veiculo e LPS + ADA 5U/animal. Circulo preto = necrose e descamacdo do bronquiolo; seta

vermelha = macrdfagos alveolares no infiltrado leucocitario; seta amarela = heméacias/hemorragia.

Jaafigura 11 demonstra como a inducdo de endotoxemia por LPS atinge o tecido renal,
comparando o grupo controle, integro, e os demais grupos com congestdo dos tubulos corticais

e parenquimais, dano e necrose glomerular, infiltrado leucocitario e hemorragia.
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Figura 10. A modulagdo da adenosina via ADA agrava a lesdo renal na endotoxemia induzida por
LPS. Imagem representativa de corte histoldgico corado com H&E de rim de camundongos Balb-c
controle, LPS + veiculo e LPS + ADA 5U/animal. Asterisco branco = glomérulo; asterisco preto =
tibulo proximal; asterisco azul = tdbulo distal; seta branca = necrose glomerular; setas vermelhas =

hemaécias/hemorragia; seta amarela = infiltrado leucocitario.

45 A adenosina reduz a liberagdo de NETs induzida por PMA de maneira

dose-dependente

Apo6s a experimentacdo in vivo demonstrar que a adenosina possui efeito protetor na
inflamacéo, foram realizados ensaios in vitro para avaliar se a adenosina ameniza a inflamagéo
ao modular a liberacdo de NETS e por quais mecanismos atua. Para isso, foi utilizado PMA a
50nM, um estimulador de NETs bem descrito na literatura (LI et al, 2010; HIROKI et al, 2020).
Dessa forma, a figura 12A que mostra a cinética e sua respectiva area sob a curva ilustrada em
12B indicam que ao pré-tratar os neutréfilos com um agonista dos receptores de adenosina, 5-
(N-ethylcarboxamido)adenosine (NECA), em trés diferentes concentracdes, observou-se que a
maior dose, de 900 uM, reduziu significativamente a liberagdo de NETSs induzidas por PMA.

Ana Flavia Oliveira Pampolha Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 18



=
—

=2
—

7000 250007

*
£33
o o
20000 %—% % o
3%
15000- °l3

6000

© PMA
© Controle

PMA + NECA 100 pM
< PMA + NECA 300 pM
© PMA + NECA 900 uM

50004

40004

100004
30004

{com SytoxTMGreen)

50004

NETs (ds-DNA/Sytox ™ green)

20004

Area sobre a curva da detecgiio de NETs

100 &

T T
F D DD
o 1 2 3 4 5 6 & ¥ @Y Y
& B0 8 S
Horas q”é‘\ 5 L5 LF
F IS
GEIRCES
&

Figura 11. A adenosina reduz a liberagdo de NETSs induzida por PMA de maneira dose-
dependente. (a) Curva cinética e (b) area sob a curva da deteccdo de NETs (dSDNA-Sytox™ Green)
em neutrdfilos isolados da medula 6ssea de camundongos Balb-c WT, estimulados por 5 horas com 50
UM de PMA, com ou sem pré-tratamento com NECA nas concentragdes de 100, 300 e 900 uM. O
nimero de neutréfilos por poco foi de 2.5 x10° células, e os experimentos foram realizados em
quadruplicado; *P < 0.0001 comparando Controle com o grupo PMA + NECA 100 pM; **P = 0.0284
comparando PMA com PMA + NECA 900 uM; ANOVA unidirecional seguida pelo teste T de Student.

4.6  Adegradacédo de adenosinavia ADA aumenta a liberagéo de NETs induzida
por PMA

Além de avaliar o efeito da adicdo de NECA em PMNs estimulados com PMA, também
foi investigado se a deplecéo de adenosina, via tratamento com a enzima Adenosina Deaminase,
aumentava a liberacdo de NETS. A cinética (figura 13A) e a respectiva area sob a curva (figura
13B) indicam que, ao metabolizar a adenosina, os neutrofilos estimulados liberam niveis

significativamente mais altos de NETs em comparacéo aos neutrofilos apenas estimulados.
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Figura 12. A degradacéo de adenosina via ADA aumenta a liberacdo de NETs induzida por PMA.
(a) Curva cinética e (b) area sob a curva da deteccdo de NETs em neutrofilos isolados da medula éssea
de camundongos Balb-c WT, estimulados por 5 horas com 50 uM de PMA, com ou sem pré-tratamento
com 1U de Adenosina Deaminase. O nimero de neutrofilos por poco foi de 2.5 x 10° células, e os
experimentos foram realizados em quadruplicado. *P < 0.0001; ANOVA unidirecional seguida pelo
teste T de Student.

Esse mesmo efeito também pdde ser visualizado na técnica de imunofluorescéncia,
conforme representado na figura 14, que indica maior producdo de NETs pelos PMNs
estimulados com PMA e pré-tratados com ADA em comparagdo com aqueles sem pré-

tratamento.
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Figura 13. A degradacdo de adenosina via ADA aumenta as NETs induzidas por PMA. Imagens
representativas de imunofluorescéncia de neutrofilos polimorfonucleares de camundongos WT: (a)
controle, (b) estimulados com PMA 50 nM, e (c) e (d) estimulados com PMA 50 nM + pré-tratamento
com ADA 1U. O DNA (intra e extracelular) foi marcado com DAPI, e 0 DNA extracelular foi marcado

com SYTOX Green. As imagens foram capturadas com aumento de 40x.

4.7 O Receptor de Adenosina A2A Reduz a Liberagdo de NETs Estimuladas
por PMA
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Apos avaliar o efeito da adenosina e de sua deplecdo via ADA de um modo geral, foi
investigado o papel do receptor de adenosina Aza (A2aAR), uma vez que, segundo a literatura,
este receptor é o principal responsavel por inibir a formacdo de NETSs. Para isso, os neutrofilos
foram pré-tratados com o antagonista de A2aAR, ZM241385, e com NECA, para ativar 0s
demais receptores ndo inibidos, e entdo estimulados com PMA. Conforme indicado na figura
15, o uso do antagonista de A>aAR resultou em um aumento na formacdo de NETS,

confirmando os dados da literatura.
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Figura 14. O receptor A2a de adenosina reduz a liberacdo de NETs no estimulo com PMA. (a)
Curva cinética e (b) area sob a curva da deteccdo de NETs em neutrofilos isolados da medula 6ssea de
camundongos Balb-c WT, estimulados por 5 horas com 50 uM de PMA, com ou sem pré-tratamento
com NECA 900 uM + ZM241385 1 uM. O nimero de neutrofilos por pogo foi de 2.5 x 10° células, e
o0s experimentos foram realizados em quadruplicado. *P = 0.0051 comparando Controle com PMA; **P
=0.0001 comparando os grupos PMA com PMA + NECA + ZM241385; ANOVA unidirecional seguida
pelo teste T de Student.
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5 DISCUSSAO

A sepse permanece uma das principais causas de morbidade e mortalidade em paises de
baixa e alta renda, com aproximadamente 48,9 milhdes de casos registrados globalmente
(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2023). Notavelmente, devido a predominancia de
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento no hemisfério sul, a incidéncia de casos e
mortalidade sdo significativamente maiores nesta regido em comparagdo com o hemisfério
norte (RUDD et al., 2020). Estudos realizados na tltima década sobre a fisiopatologia da sepse
demonstram que as armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS), apesar de participarem
dos mecanismos microbicidas do hospedeiro (CESTA et al., 2022), sdo responsaveis por
agravar as lesdes organicas observadas na sepse (SILVA etal., 2022; SCHNEIDER et al., 2023;
RAMOS et al., 2021).

A liberacdo de NETs é consequéncia da ativacdo dos receptores TLRs pelos PAMPs
e/ou DAMPs derivados de lesdo tecidual, além dos efeitos das citocinas inflamatorias (JONES;
BRENT, 2021). Além da liberacdo das NETS, o estimulo desses receptores desencadeia a
sindrome inflamatdria, que pode evoluir para choque e faléncia maltipla de 6rgaos (TORRES
et al., 2022). Neste contexto, a inibicdo da producéo e liberacdo de NETs é uma alternativa
terapéutica que pode evitar as lesdes de 6rgdos e, consequentemente, aumentar a sobrevida dos
pacientes sépticos. Estudos indicam que o aumento dos niveis de AMPc nas células reduz a
producdo de mediadores inflamatdrios, incluindo a liberacdo de NETs pelos neutréfilos
(MUTUA et al., 2020). O estimulo dos receptores A2a e A2b pela adenosina induz o aumento
dos niveis de AMPc e, por conseguinte, reduz a producdo de NETs em varias situacoes
fisiopatolégicas (PASQUINI et al., 2021; COPPI et al., 2021).

Em estudos anteriores (VERAS et al., 2023), corroborados pelo presente trabalho,
demonstramos que, em modelos experimentais de endotoxemia e de ligadura e perfuracéo cecal
(CLP) (KANNAN et al., 2024), a producdo de NETs é um mediador chave nas lesdes de 6rgaos.
Além disso, evidenciamos que a administracdo da enzima Adenosina Deaminase (ADA),
responsavel pela degradacéo da adenosina (ADO), em um modelo in vivo de endotoxemia,
agrava os sintomas e eleva a mortalidade da doenca experimental. As analises histopatoldgicas
revelaram caracteristicas de inflamac&o pulmonar e renal aguda no modelo de endotoxemia,
com lesGes mais evidentes e graves no grupo tratado com ADA. Os animais apresentaram maior
infiltrado leucocitario, hemorragia e necrose.

Atualmente, sabe-se que 0 PMA é um dos mais potentes indutores da formacdo de NETs
(WANG et al., 2009; SAHA et al., 2019). Nesse contexto, assim como a reducédo de adenosina
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resulta no agravamento da sepse e na liberacdo de NETS nos ensaios in vivo, foi demonstrado
também que a producdo de NETSs por neutréfilos estimulados in vitro com PMA foi reduzida
em neutrofilos pré-tratados com NECA, agonista dos receptores de adenosina (VINCENZI et
al., 2023). Por outro lado, a deplecéo de ADO através da enzima Adenosina Deaminase (ADA)
em PMNs mostrou um efeito contrario, com um aumento na liberagdo de NETS, que pode ser
visualizada também nas imagens de imunofluorescéncia.

Além da andlise dos efeitos extracelulares de ADO, foi demonstrado que o uso do
inibidor do receptor de adenosina Axa (A2aAR), ZM241385, aumenta a liberagdo de NETS, o
que confirma os achados na literatura de que a inibicdo de NETs depende néo s6 da presenca
de adenosina, como também da expressdo de receptores estimuladores da via AMPc
(NASCIMENTO et al., 2021). Ademais, foi possivel correlacionar a deplecdo de ADO e
consequente aumento de NETs em PMNs estimulados com PMA com o agravamento e
mortalidade da sepse, demonstrando que pode haver uma importancia clinica nessa relacdo

entre adenosina e sepse.
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6 CONCLUSAO

. A deplecdo de Adenosina via Adenosina Deaminase agrava a sepse;

. A deplecdo de Adenosina aumenta a leséo tecidual devido ao aumento na

producdo e liberagdo de NETS;

. O aumento de Adenosina extracelular possui efeito citoprotetor devido a

reducdo de NETS;

. O receptor de Adenosina A2a possui papel chave na inibicdo de NETs em

neutrofilos ativados.
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